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内で OTE を誘起せず、さらに DDS を必要としない理想的な核酸医薬創成につながると考え、細胞内環境に応
答し標的細胞内でのみ薬効発現する人工核酸としてペプチドリボ核酸(PRNA)を提案し、報告してきた。PRNA
設計では、核酸において効果的な認識・複合体形成には塩基部が anti 配向を優先する必要があり、逆の syn
配向は不利であること、anti-syn塩基部配向は、糖部の立体配置により大きく影響を受けることに着目した。正常
細胞内環境でPRNAの cis-ジオールは系中のボロン酸と環状エステルを形成し、さらに分子内水素結合形成に
より塩基部は syn配向を優先することで、標的 RNA と複合体形成能を失い、副作用を発現しない（図 1右）。一
方、増殖期がん細胞内では細胞増殖に血管新生が追いつかず低酸素環境となり、その結果細胞内 pH が 5.8
程度まで低下すると報告されている。この酸性環境下でボロン酸エステルの安定性は大きく低下して環状エステ
ルが解離し、その結果 PRNA の塩基部は anti 配向を回復し、標的 RNA と複合体を形成し、核酸医薬として有
















基を有する DNAを CPGレジン上に合成し、続いて CPGレジン上で Fmoc固
相合成法を適用し、DNAの 5’末端のアミノ基を足場として PRNAおよび PNA
部位の縮合反応を行った。縮合反応で用いた市販の PNA モノマーの Bhoc
基除去に強酸条件を要し DNA 部位の脱プリン化を誘起したため低収率とな
ったが、逆相 HPLC による単離精製により目的の PRPD を得た。得られた
PRPDは正常細胞内 pH (pH 7.2)において塩基配列特異的に標的 RNA と安
定な複合体を形成した。また、この溶液にホウ酸を添加すると、PRNA の塩基
部が anti 配向優勢から syn 配向優勢に変化し、複合体安定性は低下した。さらにこの溶液 pH をがん細胞内
pH(pH 5.8)にすると、ホウ酸エステルが解離し塩基部配向が anti配向優勢に戻ることで、PRPD•RNA複合体の
安定性はホウ酸添加前と同程度まで回復し、ホウ酸と pHを外部因子として PRPDの標的 RNA との複合体形成
図 1. ペプチドリボ核酸 (PRNA) 
図 2. PRNA-PNA-DNA キメラ
人工核酸 (PRPD)




基を有する PNAモノマーの合成に取り組んだ。種々検討を行い、環外アミノ基がBz基で保護されたA, C, Gの
3種の新規 PNAモノマーを開発し、その合成法を確立した。 
 第三章では、第二章で合成法を確立した新規 PNA モノマーを用いて、タンパク質発現阻害実験などへの適
用が可能な有意な配列を有する PRPD を合成し、それらの RNA/DNA との複合体の特性を、UV および CD ス
ペクトル測定などにより検討した。第一章で示した PRPD合成法に基本的に従い、Bz基で保護された PNAおよ
び PRNAモノマーを用いた縮合反応の後、28%アンモニア水で 55 °C、8時間処理して脱保護と CPGレジンか
らの切り出しを行い、単離精製を行い目的の PRPDを得た。保護基をBz基にしたことで塩基性条件での脱保護
が可能となり、DNA部位の副反応が抑制され収率を改善できた。得られた PRPDを用いて標的 RNA/DNA との




 モジュール法による設計で触媒的 RNA分解モジュールとして DNAを組み込んだ PRPD と標的 RNAの複合
体はRNase Hの基質となると期待される。そこで、第四章では、PRPD•RNA複合体のRNase H活性をゲル電気
泳動実験で検討した。PRPDに対し、100倍当量の標的RNAの存在下、PRPD•RNA複合体を基質とするRNase 
H による RNA 切断反応を検討したところ、本来基質となる DNA•RNA 複合体を基質とした場合と比較して 15
倍以上の高効率 RNA 切断が観測された。また、標的 RNA に対し、PRPD が 1/1000、1/10000当量という DNA
系ではほとんど RNA 切断が生じない基質が極めて希薄な条件でも、PRPD 系では標的 RNA の切断が観測さ
れた。興味深いことに、天然型DNAを凌駕する高効率なRNA切断が観測された PRPD系では、RNase Hは配
列非特異的に RNA を切断するエンドヌクレアーゼであるにもかかわらず PRPD 中の DNA 部位と PRNA-PNA
部位のジャンクション部位付近周辺での位置特異的な RNA 切断が観測され、切断後の標的 RNA がほぼ等鎖
長にことが明らかとなった。二分割された RNA 断片と PRPD の複合体の Tmはいずれも反応条件である 37 °C





 第四章で得られた結果を踏まえ、第五章ではコムギ胚芽由来 in vitro 翻訳系を用い、PRPD によるルシフェラ
ーゼ発現阻害実験を検討した。ウミシイタケルシフェラーゼをコードしたmRNAを標的とするPRPDもしくはDNA
を 10倍当量の mRNA と共に in vitro翻訳系に添加しタンパク質発現量を検討した結果、RNase H非存在下で
は DNA 系で 2%、RNA 系で 9%のルシフェラーゼ発現抑制効果が観測された。一方、RNase H 存在下では
DNA添加系において 12%の発現抑制が観測されたのに対し、PRPD 添加系は RNase H非存在系に比較して
90%もの発現抑制効果が観測された。この結果は第四章で得られた RNAの高効率切断活性の結果と一致して
おり、PRPD•RNA複合体の極めて高い RNase Hによる標的 RNA切断活性に基づくと考えられる。 
 以上、本研究では PRNA をより高機能な人工核酸系核酸医薬として発展させるためモジュール法を提案し、
DNA と複合化したキメラ分子 PRPD を設計・合成し、PRPD が RNA 選択的に安定複合体を形成し、複合体は
RNase H の基質となり、標的 RNA の高効率かつ触媒的切断を実現できることを明らかとした。さらに、この極め
























 また、PRPD合成の過程で Fmoc固相合成法に適用可能かつ CPGレジンからの切り出しと同時に脱保護可能
な新規 PNAモノマーを開発した。 





 これらの知見に基づき in vitro系において、PRPD と RNase Hを用いたタンパク質発現抑制実験を行った結果、
触媒的 mRNA 切断反応に基づくタンパク質発現抑制に成功し、PRPD の触媒的核酸医薬としての有用性を実
証した。 
 これらの結果は標的がん細胞特異的に薬効を発現し、かつ RNase Hの切断活用を活用し少量投与で効果的
な薬効発現が期待される新規人工核酸系核酸医薬開発に対する新しい設計指針構築に大きく貢献すると期待
される。 
 以上のように本研究の成果は、自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有していることを示
している。したがって、上松亮平君提出の博士論文は、博士（理学）の学位論文として合格と認める。 
 
